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Resumo 
Phytophthora onnamoml e urn parasita cUJo cielo de vida ocon-e Integral mente no ambiente sclo 
causando podrid6es das raizes e colo em muitas especies vegetais. 0 castanheiro (Castanea SQ(lvQ 
360 MilL) e muito susceptivel as especies do genero Phytophthoro e os sintomas da Doen,a da Tinta 
rapidamente se manifestam. Recentemente, '1erificou-se que as formas anionicas do acido fosfonieo 
evidenciam e levada eficacia no combate as doen~as radiculares associadas a PhytophLhoro. Neste t r'aba-
Iho estudou-se 0 efeito do fos fonato potiss ico (Atlante®) na p rotec~ao das ra(zes de castanhelro que 
cresceram em substrata inoculado com P. Clnnomoml. As plantas de castanheiro ( I 5 par tratamento) 
foram pulverizadas com fosfonato potassico (3 ml L-I - Atlante®) ou agua destilada e mantiveram-se 
em estufa durante quatro meses. No final do ensaio avaliaram-se os sintomas da doen~a tanto na 
parte aerea como no sistema radicular: For-am alnda avaliados parametros relacionados com as raizes: 
compl"imento total das raizes: extensao da podndao: numero de ra(zes: numero de raizes doentes: 
diametro do colo: biomassa I"adicular e da pa'"te ae l"ea.A analise estatlstica dos resultados evidenciou 
difere nc;as signifi cativas entre t ratamentos em todos os parametros relacionado5 com as rarzes. 0 
fosfonato potassico eVltou as i nfec~6es radiculares do castanheiro por P onnomomi de forma muito 
eficaz e podera constituw uma medida de protee<;ao das ralzes a incluir numa estrategia integrada 
de luta contra esta Importante doen~a do castanhell"o. 
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Abscl'acc 
Title: Effect of Potassium Phosphonate by Fol iar Spl'aying on Chestnut (Costoneo sativa M il l.) 
Inoculated with Phytophthora Clnnamaml Rands 
Phyrophlhora ClnnomOlTIi is a soil born pathogen that causes crown and 1"00t rots in many trees 
and sh,-ubs species. Chestnut (Castanea sativa Mi ll. ) is sevel-ely affected by P onnomoml and Ink 
Disease syndmme rapid ly appears. It has been shown that anionic forms of phosphonic acid cont ro l 
many Phytophthara root rot diseases, In this work we studied the effect of potassium phosphonate 
to protect roots from the pathogen, Pots were filled with potting mix previously Inoculated with P 
Clnnomoml (Pr 120) and planted with chestnut seedlings one,year old. Two groups of 15 seedlings 
each were submitted to potasSium phosphonate fo liar spraying (3 ml L, I - Atlante®) 0 1' watel' fo liar 
spray. Seedlings had been grown in a glasshouse for four months. At the end of the experiment visual 
symptoms of the crown and root system were assessed. Parameters related with roots: root length, 
root rot length, root number. root rot numbel: cmwn diameter; height and biomass were evaluated. 
Statically significant diffe l'ences between tl-eatments wel'e obtained in all root studied variables. 
Potassium phosphonate by fo liar spraying has prevented P. cinnomoml infections in roots o f crestnut 
and it can be a key factor in the management of Ink Disease of chestnut. 
Keywords: Ink Disease of Chestnut, phosphite, phosphonates, integrated control measures, bio, 
chemical fungicides 
Introdu<;ao 
A Doen~3 da Tinta do Castanheiro induz um quadro sintomatologico complexo que se inicia 
30 nlve! das ra(zes mais flnas e progride para as ralzes de maior dimensao e do colo podendo ainda 
aparecel: com alguma extensao, no tronco das arvores infectadas. A podridao do sistema radicular 
do castanheiro conduz invariavelmente a morte da arvore e provoca grandes preju(zos em todas as 
regi6es produtoras de castanha. Os OOfTlycetes , Phytoph(horo cinnomoml Rands e P. comblvom (Petri) 
Buisman da ordem Pythloles sao as especies mais frequentemente associadas (om a doen~a (Pimentel, 
1947: Urquijo. 1947: Cl'andall. 1950: Grente. 1961). Em Portugal existem as duas especies parasitas 
sendo P Clnnomoml conSiderada a especie mais frequente (Fernandes. 1966; Gouveia, 2005). Em Fran,a 
existem igualmente as duas especies (Grente, 1961 ) enquanto em Italia, apenas a especie P comblvoro 
fo i associada com a Doen,a da Tlnta (Anselm i et al . I 996;Tul'chettr & Mal'esi, 2000,Vettl'a ino et aI., 
200 I ). Tradi(ionalmente incJu(dos no relno Fungi, pOI' serem organismos heterotroficos, crescerem 
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por" pobriza<;50 dllS hifas e utilizarem estrategras de infeo:;:ao das plantas semelhante ao s fu ngos, sao 
actualmente, com base em hipoteses filogeneticas baseadas em grande numero de caracterfsticas 
classificados como Srromenopila. As caracteristlcas biologicas. de ultraest rutura celular; bioqufmicas e 
moleculares diferenclam os Oomyceres dos fungos e relaciona~os mals estritamente com organlsmos 
classiftcados anteriormente como algas ou protistas, que Cavalier-Smith ( 1986) designou Chromlstas 
(orgamlsmas com cor) - Reina Chromisl(J, e Dick ( 1995) Stramlnlpila (organismos com "straminiplioLS 
flagellum") - Re ino Stramenopilo. Nesta pers)ectiva de classiftca<;ao dos ser"es VIVOS os Oomycetes 
estao ftlogeneticamente tao distantes dos fungos, plantas e animais como dos Alveolata (Plasmodium 
sp. agentes causadores da malaria) e confere-Ihe caracteristicas biologicas especfftcas, resolvendo 
assim, muitas das quest6es que sempre se colocaram em termos de modelo blol6gIC0 e dos meios 
de luta contra estes importantes parasitas das plantas. 
AlBum as especies de Phytophthora sao parasitas espedflcos das ralzes iniciando-se 0 processo de 
infecc;ao pela libertac;ao dos z06spoms que se deslocam de forma activa para as regioes de cresci-
menta radicular par gradiente quimico au electrico, perdem as flagelos e enquiSlam (Hardham, 2005) 
a que se segue 0 pmcesso de germinac;:ao com penetrac;ao directa da raiz e posterior colonlzac;ao 
da I-egiao cort ical (West et al" 2003). A grande variedade de estruturas de reproduC;ao produzidas 
nas diferentes fases do cicio de vida e nas diferentes condic;6es ambientais proporoonam grande 
capacidade de adapta<;ao e sobrevivencia e conduzem a situac;6es sanital"ias complexas e de dif{ci l 
soluc;ao nao existindo substancias quimicas efi:azes par"a actual- ao n(vel da pmtec<;ao do hospedeiro 
au pOl' acc;ao directa no parasita a que acresce ainda a diflcu ldade em tratar grandes volumes de 
solo, Entre as substancias qu(micas sistemicas espedficas para Oomycetes e utilizadas recentemente 
em doenc;:as radiculares associadas a especies do genem Phyrophthora destaca-se 0 grupo fenilamica 
(metalaxil) e 0 grupo dos fosfonatos (fosetil-AI). O s fosfonatas saa sais au esters do acido fosf6nlco 
e porque esta mesma deslgna<;ao e utilizada para substancias com ligac;6es carbono-f6sfom (C-P) e 
frequente os sals do aCldo fosfonlco utilizados no contmlo das doenc;as das plantas serem designadas 
POI- fosfltas (Hardy et al., 200 I). Sao substancias com grande capacidade de translocacao no interiol-
da planta quer no movimento simplastico do xilema quer no movimento apoplastico do floerna 
(Guest & Grant, 1991 ). Segundo as mesmos autores, depois de aplrcado movlmenta-se no xilelN 
e entra no floema onde e retldo e se associ3 com os fotoassimilados e se desloca na planta com 
base nas relac;6es flsiologlcas de produc;ao-armazenamento (source-slnk),A concentrac;ao de fosfito 
e proporcional a quantidade aplicada sendo de prever (Smillie et aI., 1989), maior concent rac;ao em 
orgaos de rapido crescimento como as ralzes e extremidade dos ramos em crescimento. 0 produto 
pode ser ap licado ao solo, par injecc;ao no caule ou pOl' pulverizac;ao foliar: Com um modo de acc;ao 
ainda nao completamente elucidado a sua ac~ao resultara do efeito t6xico dil"ecto no parasita e por 
aCC;ao indirecta desencadeando mecanismos de defesa do haspedeiro (Hal-dham, 2005). 
• 
Com este trabalho pretendeu-se conhecer 0 efeito do fosfonato potassico por aplica<,:au rulidl' nd 
protecc;ao das raizes do castanhewo e a bter infot-ma<;6es relacionadas com as epocas e numero de 
apl icac;6es e eventuais efeitos adversos nas plantas tratadas. Pretendeu-se, ainda, (onhecer 0 efeito 
toxlCO do fosfonato nas especies de PhywphrJlOra associadas corn a doenc;a da t inta e nas especies 
habitantes do solo e da rizosfera que estabelecem relac;oes de simbiose (om as rafzes do castanheiro 
(Pisolithu5 tlnctorius) para permitir uma uti izac;ao mais eflcaz e dUloadoura deste produto no combate 
a doenc;a da tinta do castanheiro 
Mat e rial e m e todos 
E(eito de (os(onato potassieo na protee,ao das raizes do castanheiro 
o efeito da apl icac;ao foliar do fosfonato potassico foi est udado em plantas de castanheiro 
com um ano de idade nas estufas do Instituto Politecnlco de Bragan,a (IPB/ESA). Util izou-se um 
substra ta de terra vegetal e areia na pmpon;ao de 3: I previamente desinfestado com fo rmol e 
inoculado com 0.5 % (v/v) de inocula de P cinnornorni. 0 inoculo de P. cinnamomi foi antecipadamente 363 
obtldo em vermiculite humedecida e esterilizada e Inoculado co m todo 0 conteudo do crescimento 
micelial do pa(3sita e m PDA (Potato Dextrose Agar, Difco) e mantido em sacos selados para evitar 
contaminac;:oes. 0 substrato de plantac;:ao fo i colocado e m vasos com I 5 L de capacidade on de se 
plantaram os castanheiros que se mantlveram e m estufa durante quatro meses, com rega semanal 
por inundac;:ao e rega por nebuliza~ao a intervalos regulares durante 0 peliodo diurno. Ultrapassada 
a crise inielal da transplanta<;ao (24 hOI-as) apllcou-se fosfo nato potasSico (Atlante®) a [oneentra,ao 
de 3 ml L· I por pulver-iza,ao foliar, ou agua desti lada, ate as folhas ncar-em molhadas pela apl [a,;;o 
da calda. Delxou-se secar 0 produto durante 24 horas e restabeleceu-se 0 sistema de rega. Em cada 
t l"a tamento (aplicac;:ao de fosfo nato ou agua destilada), utilizaram-se 5 vasos com 3 plantas par vaso 
distribu(das na bancada da estufa de forma aleatoria. Aval iou-se a sintomatologia na parte aerea 
da planta durante 0 ensaio. No final do ensaio as plantas foram retiradas dos vasos e avaliou-se 
o sistema I"adicular quanta a pl"esenc;:a e extensao de podridoes radiculares e outros parametres 
re lac ionados com as ralzes como 0 comprimento radicular. blomassa e numero de ra (zes, Avaliou"se 
ainda 0 crescime nto anual e 0 diametro ao nlvel do colo assim como a biomassa radicular e da parte 
aerea. Adic iona lmente retiraram-se segmentos de ralzes daentes e de substrata para isola menta de 
P crnnomomr no meio seleetivo PVPH de Tsao & Guy ( 1977). 
A analise estaHstica foi realizada no software SPSS 16.0®. Procedeu-se a avalia~ao da signikancia 
da difere n\a entre os val ores medias das variavels em estudo para os do is grupos considerados. 
recorrendo-se ao teste (-5wdem para amoslr(i ::' independentes. Os pressupostos dcstc metodo 
estaHstico, norneadarnente a norrnalidade e a homogeneidade das variancias nos dois grupos, 
foram avaliados atl'aves do teste de Shapiro,Wilk (n<50) e do teste de Levene, respectivamente. 
Consideraram-se estatisticamente sign iflcativas as dife l-en<;:as das medias cujo p-v(J lue do teste e 
infenol' au Igual a 0.05. 
Toxicidode "in vitro" do (os(onoto potassico 
Para determinar 0 efeito taxlco do fosfona1o potassico, expresso pelo ECSO (concentrac;ao 
que inibe 0 crescimento micelial em 50 %), I-eal izaram teste de toxicidade "in vitro" em diferentes 
Isolados de P cmnamoml e P camb/Vora assim como em Pysolthius tintorious, urn fungo Bosidyiofllicete 
que estabelece rela<;:6es de slmb,ose mlconizlCa com as ralzes do castanhewo. 
De (ada isalado em rrescimento activo re tira l-am-se sec<;:6es circulares com 5 mm de diametro 
e colocaram,se no centro de placas de petri em meio PDA (Difco) contendo 0, 5, 20 e 50 ~g ml" 
de fosfonato potassico.As placas (tnos pOI' isolado) fO l'am incubadas a 22,24 °C durante 5 dias. No 
final deste periodo mediu-se 0 cresci men to micel ial e determinou-se para cada concentra<;:ao a 
percentagem de redu<;:ao de crescimento micelial por comparac;ao com 0 crescimento na ausenCia 
364 de fos[, to. 0 valor que reduz a cl'escimento mlcelral em 50% (ECSO) em cada isolado em estudo foi 
obtldo pOl' regressao linear dos valores probit da percentagem de reduc;ao do crescimento e do~ 
val ores da concentra~ao expressos em logaritmo. 
Resultados 
E(eito de (os(onato potassica no protec,ao das raizes do costanheiro 
No final do ensaio as diferen<;:as entre os t ratamentos na parte aerea da planta foram evidentes. 
Todas as plantas de castanheiro que cresceram em substrato inoculado com P (lnnomoml e tratadas 
par ap li ca<;:ao fol iar- de fosfonato potassico naa evidenciavam sintomas da Doenc;a da Tinta, enquanto 
todas as out ras (com excepC;ao de uma) evidenCiavam sintomas caraClerlst icos da doenc;a com 
epinastia e necrose das folhas. A slntomatologia da parte aer-ea traduz a evoluc;ao da doen<;:a na parte 
radicula r avaliada neste trabalho par observa<;:ao visual dos sintomas de podridao das ralzes depois de 
conftrmada a presen<;:a de P cinnamoml par Isolc.mento em meio selectivo. Nas plantas nao pulverizada3 
com fosfonato potassico e que cresceram no substrata inoculado com P cinnomomi todo a sistema 
radicular evidenciava podrida.o que,- conslderando 0 comprimento radicular quer 0 numero de ralzes. 
Foi excepc;ao uma untca planta que, nao evidenciando sintomas da doen<;:J da tinld lid parte aerea, 
• 
apresentava 70 % do total do cumpl If II !:I Ilu das ralzes COIll podridao radicula r e praticamente todas 
as ralzes infectadas. Nas plantas pulverizadas com fo sfon ato potciss ico nenhuma planta evidenciava 
sintomas da doen<;a na parte aerea. Na parte rad icular 50 % das plantas nao evidenciava qualquer 
sintoma de podridao nas raizes e nas restantes os sintomas de podndao vanaram entre 2 e 16 % do 
comprimento das raizes aparecendo 05 sint omas apenas num numero reduzido de rafzes. 
A analise estatistica, proporcionada pelo l-test, (Quadro I) evidenciou diferen<;as estat isticamente 
signifkativas entre a s dais tl-atamentos em estudo em lodos os parametros I-elacionadas (om 0 
sistema radicular: Parametros como 0 comprimento total das rafzes, numero de ralzes e biomassa 
radicular evidenciaram sempre valores slgniflcativamente mais e levados nas plantas t ratadas com 
fosfonato potissico, enquanto 0 comprimento de ralzes com podridao radicular e numero de raizes 
doentes apresentaram valo res ma is e lev3dos nas plantas naG tratadas. Em re lac;ao aos pal"ametros 
t"elacionado$ com a parte aet"ea da planta, 0 t-test nao evidenciou diferenc;:as significativ3s tanto no 
crescimento anual das plantas como na biomassa da parte aerea. 
Toxicidade " in vitro" do (os(onato potassico 
o ECSO (concentrac;ao que inibe 0 crescimento micelia l em 50 %) do fosfonato potassico em 
P. cmnamomi fo i pat"a os diferentes isolados inferior ou proximo de I mg L - I com excepc;.3o do 365 
isolado PI' 125 que apresentou valores mUitas vezes superiores e da mesma ordem de grandeza nas 
difel-entes repetic;6es. P. comblvora apresentou valo res superiores aos de P. cinnomomi e com grande 
vat'i ab il idade e ntre os isolados testados. 0 fungo micorn'zico Pysoiithus tlntoriu5, urn BasldiorTlycete 
com capacidade de estabelecer relac;:6es de simbiose com as raizes de castanhe lro, apresentou um 
valor elevado de EC50 mas infe,-ior ao obt ido no isolado de Phywphthora (Pr 125) com meno,-
sensibilidade ao fosfonato potassico (QLadro 2). 
Discussao e conclusoes 
A aplicac;:ao foli al" do fosfon ato potassico protegeu as ralzes do castanheiro nu ma situac;:ao em 
que e de consideral" e levada pressao de inoculo do pal"asita durante todo 0 petiodo do e nsaio. 0 
estado saudave l da grande maioria das ralzes. mesmo depots de 4 meses, sugere que 0 mecanismo 
de defesa se sit uara nas prtme iras eta pas do processo de Infecc;:ao como acontece nas interacc;6es 
incompativets desencadeados nos hospedeiros resistentes.As plantas tratadas com fosfonato pOIassico 
eVlde ncial-am um comportamento semelhante ao s clones de castanheiro I"esistentes. nao tendo 
ocorrido crescimento do parasita quando inoculado na parte aerea, ao contrario do que aconteceu 
com as plantas nao tratadas com esta substancia (dados nao apresentados).As condic;:6es de aplicac;ao 
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Ju pmduto fazern supaI' que a substancia ou pmdutos da sua degradac;:ao au do seu metabolismo 
se encontrarao na raiz quando do contacto com 0 parasita 0 que desencadeara os mecanismos de 
defesa. 
A hlpotese de 30;:30 des fosfonatos estar relacionada com os mecanlsmos de reslstenCla das 
plantas esta fundamentada em eVldencias experimentais a nivel bioquimico Uackson et al. (2000)' 
Daniel et al. 2005: Daniel & Guest 2006). Jackson et al. (2000) venfica l-am aumenlo de enzimas 
relacionadas (om mecanismos de defesa nomeadamente fenilalanina am6nia liase (PAL), 4- camarata 
coenzima A ligase (4-CL). cinamil alcool deSidrogenase (CAD) em Eucalyptus margmaw enquanto 
Daniel & Guest (2006) vel-ifical-am rapida agrega<;ao do Cltoplasma e mig,-a<;ao do nucleo das celulas 
em A thofiana, fen6menos assoCiados com reac~oes de hipersensiblidade. produc;:ao de superoxldo 
(02-) e acumulac;:ao de compostos fen61icos na Interac<;ao susceptlvel com P. palm/vom. Daniel & 
Guest (2006) consideram ainda que a quantidade de produto presente no interior- da planta nao sera 
suflciente para induzir efeito texico directo e esse efeito estara associado ~! aeumulac;ao de produtos 
de defesa da planta taxi cos para a fungo. 0 efeito taxi co do aniao fosfonato estara relacionada com a 
eompeti~ao com 0 aniao fosfato (Hl 0 4,) em diferentes enzimas e a diferen~a de sensibilidade entre 
as especies dependera da sua capacidade em distinguir 0 aniao fosfonato do anlao fosfato au ATP e da 
capacidade de excluir 0 aniao fosfonato na presen<;a do aniao fosfato (Stechmann & Granl, 2000).A 
presen~a do aniaa fosfonato nos sais inorganicos do acido fosforieD 0 seu reduzido eusta assim come 
o flm do periodo de patente do tris-O-ethylphosphonate (fosetil-AI) detel-minaram 0 aparecimentc 
de muitas substancias baseadas neste principio act ivo comercializadas como fert ilizantes com au serr 
indica~ao do seu efeito fungicida. Os fosfonatos sao considerados (http//I/\f'v\I\oV.epa.esa.gov/pestlcidesJ 
blopesticides) biopesticidas pela EPA-US e enquadrados nos fungicidas bioqu(micos em termos 
regulamentares dado 0 seu particular modo de ac<;ao e por serem substaneias muito frequentes no 
amb,ente. pese embor-a. 0 facto destes produtos nao oeorrem naturalmente na natureza. 
A avalia,ao da toxicidade do fosfonato polassico pela determina<;ao do EC50 em melo PDf>. 
evidenciou uma grande val"iabilidade entre os isolados de P cinnomoml e tambem em P comb!voro. 
outra especie de Phytophthora associada com a doen~a da tinta em castanheiro. A variabilidade 
dos valores obtidos Indica susceptibi lidade nao uniforme da popula~ao das espeeies parasitas. 0 
particular modo de ac~ao dos fosfonatos nao )ermite, no entanto. induzir 0 efeito deste parametro 
no grau de protec~ao das ralzes do castanhelro e apenas ensalos com estes isolados permitlrao 
obter essas i nforma~5es. 0 valor do ECSO em Pysolhitus tlnC(Qnus indica baixa toxicidade directa 
do fosfonato potassico, mas uma vez mais, este pari!metm nao e um bam indicador do efeito na 
intel'ao;ao micorrr'z ica, aspecto que sera necEssario avaliar antes de utilizac;:ao generalizada destes 
produtos em castanheiro. 
e 
1\ tlplica~50 dos fosfitos pela via folial: obvlamente, nao remnvf': P. nnn(Jmoml do ambiente solo, 
tendo-se confirmado a sua prese nc;a em todos os vaSDS mesmo onde as raizes naG manifestaram 
sintomas de podridao. Este aspecto tern implicac;5es praticas importantes uma vez que a pres~ao do 
Inocula se mantem no solo e pode ser transportado para Qutros locais onde iniciara novas focos da 
doenc;a. Con hecer 0 pe rfodo de tempo em que as ra izes flea m protegidas e 0 efe ito do fosfonato 
potassico quando a infeo,;:ao esta ja instalada nas raizes, ass im como, as epocas e doses de aplica<;:ao 
sao aspectos sabre os quais e necessaria obter info rma<;.6es par"a tornar eficiente e permitir a inclusao 
deste meio de prot eo:;:ao das ralzes do castanheiro em progl"amas de pmtecc;:ao integrada. 
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Quadros e figuras 
Q uadro I - 5umario da analise estat istica do efeito do fosfonato potasslco para os parametros relacionados com 0 sistema 
rad icu lar e ereselmcnto da parte aerea das plantas de castanhelro que ereseCI"am em subst rato inoculado com 
P einncmomi. 
Parometros RL(m) HRL RRL RN RRN RDW ADW AG CD 
(em) (e) (CO) (n") (g) (g) (em) (em) 
Trowmentos 
Fosfonato 1027.04 a 99 1,57a 3 154 a 49,47 a 3,0 7 a 2.52 a 4.06 a 9,68 a 0.63 a 
potassico 
(3 ml L ') 
Agua destllada 660.40 b 31.88 b 628.52 b 36.62 b 36.23 b 1.05 b 4,66 a 11 ,04 it 053 b 
RL _ Comprimenco radictl l;w. HRL _ Comprimento "~I1'es s~s . RR I _ C[)mprimf'nta d~ pa dridiia rad icular; RN - Numero de raizes. 
RRN - Numcro de raizcs com podridao, RDW - Peso seco raizes,ADW - Peso seco d~ parte ~erea(fo l has e caule), AG - Crescimento 
Anual. CD - Diametro do colo: Nota: Em cada col tina. as medias segu idas de letras d iferemes . diferem significativamente (P:S 0.05) . 
Quadro 2 - EC50 do fosfo nato potassico (concentrac;:ao que inibe 0 uescimcnto micel ial em 50%) em diferentes isolados 
de PhytophtlJOra cinnamomi, Phytophthora cambivora e Pisolithus rinctorius 
Espeeles 
Isolados 
Ec50" mg L I 
Prl20 
1.34 
Phytoph thora cinnomomin 
8 10 804 
0.64 0.97 
* Conccntrar;:iio que inibe 0 crescimento micelial em 50% 
Phytophthora cambivora 
Pr l 25 Ar l 02 Pr l 35 
31 ,56 9,92 22,44 
Pisolithus 
tinctorills 
14. 10 
